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血清 miR-483-5p 用于肝癌诊断的相关研究 
摘要 
背景与目标：至今在肝癌诊断领域尚没有完美的血清诊断标志物，本研究的目的
在于将血清 miRNA 这一新兴的诊断标志物应用于肝癌的诊断。 
方法：我们首先使用 miRCURY LNATM miRNA 芯片检测了 2 例典型肝癌患者和 2
例配对的血清标本。后根据芯片提示的结果和文献的报道的血清 miRNA，我们对
112 名肝癌患者、85 名慢性乙肝患者和 56 名健康对照通过实时定量荧光 PCR 的
方法进行了检测，得出结论后我们又在肝癌组内对部分术前术后序列血清和 3
年来收集的部分术后复发的病人的血清做了检测。 
结果：血清 miR-483-5p 和 miR-500a 的中位值对照与乙肝组和健康对照组肝癌组
有明显升高（P 值均<0.0001），但在乙肝组和健康对照组内没有明显差别      
（P 值均>0.05）。血清 miR-483-5p 的表达量在部分 miR-483-5p 高值的病人术后
30 天有着明显的下降（P<0.0001）。受试者工作特征曲线显示 miR-483-5p 和
miR-500a 的线下面积分别是 74%和 66%，诊断效率方面，miR-483-5p 在 2.842
为临界值时灵敏度和特异性分别是 74%和 66%，而 miR-500a 在临界值为 1.830
时灵敏度和特异性分别是 74%和 51%。以简单拟合的方式将 miR-483-5p 与 AFP
联用会将诊断的灵敏度和特异性分别提高到 81%和 83%，对比与 AFP 单独使用时
的 78%和 70%有着明显的提高。 
结论：血清 miRNA 是一种新兴的无创肝癌诊断标志物，虽然其诊断效率并没有超
























Serum miR-483-5p as a Potential Biomarker to Detect Hepatocellular Carcinoma 
Abstract 
BACKGROUND AND GOALS: To date there are no highly sensitive and specific 
minimally invasive biomarkers for hepatocellular carcinoma (HCC). The objective of 
this study was to identify serum microRNAs (miRNAs) as potential HCC biomarkers. 
METHODS: Using miRCURY LNA™ microRNA Arrays we compared the levels of 
circulating miRNAs in serum from patients with HCC and matched controls. Then we 
recruited 253 subjects [112 HCC, 85 chronic hepatitis B(CHB), 56 healthy 
controls]and compared 12 serum miRNAs by quantitative real-time (qRT-PCR). After 
that we compared serum miRNAs concentrations between before and after the 
surgical resection in HCC group.  
RESULTS: Median levels of miR-483-5p and miR-500a were higher in HCC patients 
than in patients with CHB and healthy controls (p < 0.0001), but there were no 
differences between CHB patients and healthy controls (p > 0.05) and miR-483-5p 
level were significantly reduced in serum samples obtained 30 days after surgical 
resection(p < 0.0001). Area under receiver operating characteristic curves (AUC) of 
miR-483-5p and miR-500a were 74% (cut-off value = 2.824, sensitivity = 74%, 
specificity = 66%) and 66% (cut-off value = 1.830, sensitivity = 74%, specificity = 
51%) in for the prediction of HCC, respectively. Combining AFP and serum 
miR-483-5p (sensitivity = 81%, specificity = 83%) was better than AFP (sensitivity = 
78%, specificity = 70%) in detecting HCC.  
CONCLUSIONS: Our observations suggest that serum miR-483-5p and miR-500a 
might serve as novel, noninvasive biomarkers for HCC. Serum miR-483-5p might 
complement AFP in detecting HCC. 
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MicroRNA（miRNA）是一种单链非编码 RNA，长度大约 20-23 nt，他们主要
的生物学功能是与相应的 mRNA 特异性或非特异性结合从而影响之稳定性[4]进而
影响到下游的生物学功能。miRNA 作为一种癌基因或者抑癌基因在多种肿瘤的发







检测体系，随后我们应用这套检测体系检测了 253 例标本中若干种 miRNA 的表达
情况。由于慢性 HBV 感染也是肝癌发展中的一个重要阶段所以我们在对照组中添
加了慢性乙肝（CHB）组。在与 AFP 进行了对比之后我们得出了结论：miR-483-5p
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                         材料与方法 
一、提取试剂 
Trizol 购于罗氏公司 
RNAzol® RT 购于 MRC 公司 
总核酸磁珠提取试剂盒购于上海辉睿生物科技有限公司 
吸附柱核酸提取试剂盒购于 Ambion 公司,型号 Ambion 1556 
荧光 PCR 检测引物购于上海瑞博生物 


















氯仿，异丙醇，75℅乙醇，无 RNase 的水或 0.5℅SDS（溶液均需用 DEPC 处理过
的水配制）。 
操作步骤： 
匀浆处理每 400 微升血清中加入 Trizol 800 微升，充分震荡。 
将匀浆样品在室温（15-30℃）放置 5分钟，使核酸蛋白复合物完全分离。 
每使用 1ml Trizol 加入 0.2ml 氯仿，剧烈振荡 15 秒，室温放置 5分钟。 
4℃12000×g 离心 15 分钟。样品分为三层：底层为黄色有机相，上层为无色水
相和一个中间层。RNA 主要在水相中，水相体积约为所用 Trizol 试剂的 60℅。 
把水相转移到新管中，用异丙醇沉淀水相中的RNA。每使用1ml Trizol加入 0.5ml
异丙醇，4℃放置 10 分钟。 
4℃10000×g 离心 10 分钟，离心前看不出 RNA 沉淀，离心后在管侧和管底出现
胶状沉淀。移去上清。 
用 75℅乙醇洗涤 RNA 沉淀。每使用 1ml Trizol 至少加 1ml 75℅乙醇。2-8℃不
超过 7500×g 离心 5分钟，弃上清。 
室温放置干燥或真空抽干 RNA 沉淀，大约晾 5-10 分钟即可.不要真空离心干燥，
过于干燥会导致 RNA 的溶解性大大降低。加入 25-200μl 无 RNase 的水或 0.5℅
SDS，用枪头吸打几次，55-60℃放置 10 分钟使 RNA 溶解。保存于-80℃。 
2. RNAzol 提取血清中 miRNA 操作步骤 
准备试剂： 






















注意：操作中保持无 RNase 环境，请使用无 RNase、带滤芯的移液器吸头，注意
更换手套。 
准备一个干净的 1.5ml 离心管，加入 20ul 蛋白酶 K溶液。 
加入 100ul 或 200ul 待提取样品，然后加入 200ul 裂解液，涡旋震荡至充分混匀，
56℃孵育 10min。 






涡旋震荡 10s 混匀。 
静置离心管 10min，每隔 2min 上下颠倒离心管 5次，使管内磁珠分布均匀。 
将离心管置于磁力架上，静置至磁珠全部吸附到管壁上，管内液体澄清。用移液
器吸去管内液体，注意不要吸出磁珠。 



































取 500 微升血清加入 500 微升 2X Denaturing Solution（二-巯基乙醇预处理），
室温混匀剧烈震荡 15 分钟至完全均匀。 
静置 5分钟后加入 200 微升氯仿，室温剧烈震荡 10 分钟。 
4℃ 12000 转离心取上清水相转入提前加入 700 微升纯酒精的 EP 管中，-20℃静
置 10 分钟。 
每标本准备吸附柱一个，依次将上述乙醇溶液通过吸附柱（低速离心）。 
每标本准备收集管一个，将上述吸附柱置于收集管上，miRNA Wash Solution-1 
500 微升冲洗。 
每标本准备收集管一个，将上述吸附柱置于收集管上，miRNA Wash Solution-2 
700 微升冲洗。 
每标本准备收集管一个，将上述吸附柱置于收集管上，miRNA Wash Solution-3 
500 微升冲洗两次。 
每标本准备收集管一个（RNAace free），将上述吸附柱置于收集管上，95℃ DEPC
















图 1-1 ：吸附柱提取血清 miRNA 大体步骤示意图。 
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